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HUELLAS EN LA ARENA.

Una noche sofié que caminaba a lo largo

de una playa acompafiado por Dios.

Durante la caminata muchas escenas de mi vida

fueron proyectindose en la pantalla del cielo.

Seguin iba pasando cada una de esas escenas,

notaba que unas huellas se formaban en la arena.

A veces aparecian dos pares de huellas,

otras solamente aparecia un par de elias.

Esto me preocupd grandemente por que puede notar que
durante las escenas que reflejaban etapas tristes en mi vida,
cuando me hallaba sufriendo de angustias, penas o derrotas
solamente podia ver un par de huellas en la arena.
Entonces le dije a Dios:

“Sefior, t me prometiste que si te seguia ti caminarias siempre a mi lado,
sin embargo, he notado que durante los momentos mas dificiles de mi vida
sélo habia un par de huellas en la arena.”
iPorqué cuando mds te necesitaba no estuviste a mi lado?...
€l Sefior me respondio:

“Las veces que has visto s6lo un par de huellas en la arena

hijo mio, ha sido cuando te he llevado en mis brazos.”
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RESUNMIEN,

Chlamydia traclhomatis ha sido reconocida como el patégeno mis frecuente hallado en
casos de infecciones de transmision sexual, encontrindose que el establecimiento de la infeccién
induce una respuesta especifica de anticucrpos contra el microorganismo siendo estos
principalmente de tipo IgM e IgG. Sin embargo, el papel de 1a respuesta inmune humoral que se
ha estudiado en modelos murinos con ccpas de origen humano no se conoce del todo, por 1o que
no se pucde establecer el grado de susceptibilidad a las cepas humanas en las ratonas dificultando
asi la extrapolacién a modclos humanos, de ahi que el objetivo de este trabajo fue determinar la
participacion de la respuesta humoral en la eliminacién de la infeccién producida por el serotipo
humano de C. rrachomatis D UW/C3X (productor de tracoma). Para ello se inocularon 6 ratonas
BALB/c por via vaginal con cl serotipo antes mencionado, a cada animal se le determind la
presencia de la infeccién asi como niveles de anticuerpos anti-Chilamydia (mediante la téenica de
inhibicién de fluorescencia) y la cuantificacién de las subpoblaciones de linfocitos principalmente
CD4, CD8 y B (por citometria de flujo) durante el desarrollo de la infeccién. Los resultados
mostraron la presencia de anticuerpos a partir del dia 7 postinoculacién y un aumento a los 21
dias postinfeccién (p < 0.05), mientras que las subpoblaciones de linfocitos no mostraron
cambios significativos. Aunquc la mayoria de los estudios describen . que la respuesta inmune
celular es la mas importante para la resolucién de una infeccidn por C. trachomatis, 1os resultados
obtenidos en este estudio demuestran una participacién de los anticuerpos mediante un aumento

dc estos durante la infeccion, los cuales podrian ser la causa de la eliminaciéon de la bacteria.
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1. INTRODUCCION.

Chlamydia trach tis cs uno de los microorganismos mas frecuentemente aislado

en las infecciones de transmisién sexual, causante de padecimicntos como tracoma,
cervicitis, uretritis, epididimitis y enfermedad pélvica inflamatoria (EPI). Se ha asociado a
embarazos ectépicos y pérdida fetal, por lo cual se ha convertido en un microorganismo

importante dentro del drca de salud ptiblica "

La preval k. tis a nivel mundial es diversa, dependiendo de la

poblacién es_tudinﬁa ydela écnica 'dgidiugnéstico empleada; no obstante se considera que

ésta oscila cm;'e imom{\ticas y del 20% en mujeres que asisten a las

clinicas de» 16n sexual (CITS), en -mujeres embarazadas la

prevalencia se encucntra entre, el2y 26‘7 @2 -

En Mexlco se ha vi  una prevalencm del 4 al 10% en mchres asmtom-’ltlcns, 16%

en mujeres que as:slen a CITS y 15 5% en rnu_)eres embarazadas que muestran infecciones
cervncovaglnales.‘z’ Algunos factores de riesgo que han sido asociados pam la adquisicién
de la infeccidn son bromiscuidad sexual, nivel socioeconémico bajo, parejas sexuales con
historias previas de infeccién de transmisién sexual y mujercs que utilizan anticonceptivos

orales. @

1.1. PARTICIPACION DE LA RESPUESTA INMUNE HUMORAL EN LA

ELIMINACION DE LA INFECCION POR C. trachomatis.

Se ha observado durante la infeccidon por C. trachomatis la inducciéon de una
respuesta dc anticuerpos, principalmente de tipo IgM ¢ IgG especificos contra cl

microorganismo® y a la proteina de choque térmico de 60 kDa de C. trachomatis
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(Chsp 60) la cual prescnta una homologia entre el 48 y ¢l 50 % con la hsp 60 humana, lo
que puede originar reacciones cruzadas cntre estas proteinas. Ademis sc han demostrado
elevados titulos séricos de anticucrpo anti-Chsp 60 en mujeres con EPI, infertilidad tubarica
¥ embarazo ectépico asociados con C. rrachomatis, 1o cual sugiere que esta proteina tiene
un papel importante cn el desarrollo de una autoinmunidad érgano especifica y en la
patogénesis de la infeccién por este microorganismo.7-'"?

Debido a que el papel de la respuesta inmune humoral en modelos murinos no se ha
establecido con cepas de C. trachomatis de origen humano surgié este trabajo en el que se

traté de esclm-ccer el papel de la respuesta humoral en un‘grupo de ratonas infectadas con

C. traclmmans serovar D UW/C3X a las: cuales se les monitoreé el progreso de la

mfecmén por m ”le de. ]a obtcnclon de mucstras vng nales, determinacién de anticuerpos

en plasma y cuannr cacién de subpoblacxoncs dc linfocitos principalmente TCD4, TCD8 y

B con el fin de establecer. aﬂlmportancm,de ]os anticuerpos frente a una infeccién por este

micoorganismo.
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2. MARCO TEORICO.
2.1. CARACTERISTICAS GENERALES DEL GENERO Chlamydia.

El géncro Chlamydia se caracteriza por ser una bacteria intracelular obligada que
tiene tropismo por las células del epitelio mucoso, requiere del ATP celular para sobrevivir
tanto en células epiteliales como en células fagociticas, posee membrana intema y externa y
ribosomas procariéticos por_ lo que sintetiza sus propias proteinas acidos nucleicos 'y
lipidos. Las especies‘ mds’ importantes descritas hasta hoy dia y en las que el géncro
Chlamyd‘iaﬁ se{dividp_ éqn' C" psinnaci (afecta a las aves, rumiantes, porcinos, ratoncs,
ademas Ae'infécigr al ,}';oxhb’l-é); C.. pneumoniae (patégeno del sistema respiratorio de
humnnos),y C. pecarl)ln-(uisladva en rumiantes y se le considera como agente causante de
enteritis y encéfhlitis en estos mamiferos, pero no es patégena para el ser humano) y
C. trachomatis (causa enfermedades clinicas oculares y genitales de gran importancia en el
ser humano). Esta dltima especie presenta 15 serovariantes caracterizadas por la infeccién

que producen y el huésped que afectan (tabla 1).(2"2'”’
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TABLA 1.

C. rrachomatis.

ESPECTRO CLINICO DE INFECCIONES CAUSADAS POR

Variantes Huésped infecciaon Conmplicaciones
A,B, 1332, C Mujcres, hombres y nifios Tracoma Ceguera
3, D.K Mujeres Cervicitis, uretritis, Salpingitis, endometritis,
proctitis, conjuntivitis cmbarazo ectépico,
infertilidad, endometritis
posparto
B, D-K Hombres Uretritis, urctritis Epidimitis, sindrome de
posgonocoécica Reiter
prostatitis, conjuntivitis
B, D-K Lactantes Conjuntivitis, ncumonia Tracoma
Ly, La, Ls Mujeres y hombres Linfogranuloma venéreo Obstruccion linfitica

idelii Jor pre and control of

Datos de Bell TA, Grayston JT: Centers for D Control g

Clhilamyidia trachomatis infection.

Los integrantes del gcncro Clllamydm son mlcrcorgnmsmos procariotes de tamaifio

muy pequeiio y forma esfermdnl son bactenas Gram ncgauvns ue conuenen DNA y RNA

ademds poseen In mnqulnan .necesana para todo procesos mela_b lxcos, sin embargo

1;:10s ’ convierte: en:: microorganismos

una dc estas forn'ms cs el cuerpo )

00.a'400 nm el cual se consndera la forma mfectlva. La

clemental (CE) cuyo tnmk\fid es dc

integridad estructural de los CE conf’ere esistencia a los factores ambientales permxtléndolc :

sobrevivir despues de la hs:s de ln célula huésped asi como durante el subsecuente trans:lo

de célula a célula y de huésped a huésped. La otra forma cs el cuerpo reticulado (CR) el cual
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cs mas grande, mide 800 a 1200 nm, su capacidad de infectar ¢s baja, es metabélicamente
activo, se encucntra de forma intraceiular en el citoplasma de la célula y debido a la
composicion de su pared no sobrevive fuera de la célula huésped.¢*®

La replicacion de C. trachomatis se lleva a cabo a través de un ciclo de crecimiento
anico, ¢l ciclo comienza con la unién del CE a las microvellosidades de las células de la

mucosa vaginal, la mucosa respiratoria y la mucosa’ conjuntival asi como células del

sistema reticulo endotelial (leucocitos, pohmorfonucleaus, monocnos y macréfa(,os). una

ésta residen  los - determinante

subespecie.!2!
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2.2, COMPLICACIONES PRODUCIDAS EN INFECCIONES AGUDAS Y

CRONICAS POR C. rrachomatis.

Como sec menciond anteriormente, C. trachomatis cs 1a principal especie que afecta
al ser humano pues es uno de los principales agentes de infecciones de transmisién sexual.

Este microorganismo ha sido aislado en el vardn, en uretra, epididimo y préstata,
ocasionando cn cada sitio patologias tales como:1) uretritis no gonococcica (UNG), 1a cual
suecle presentarse con disuria y una supuracién mucopurulenta escasa o abundante, 2)

urctritis postgonococcica (UPG), 3) epididimitis (que ha sido relacionada como una secuela

de la uretritis no gonococcica) y' 4)"prostatms.
En la mujer normalmente®la ecrceién:vaginal puede inhibir la formacién de

inclusiones de C. trachomatis hast e 3.5 a 4.5, sin embargo cuando se

utilizan nnticonccp!iv;s orales: est: j;inih;lye hasta un 33 % ya que estos
homonales cmnbiaﬁ‘el‘bH vaginal de acido.a aléali;o favoreciendo asi el desarrollo del
' feccién aguda puede producir cervicitis
c&nhﬁola puede diseminarse a Srganos

tis'y. finalmente cnfermedad pélvica

g0 plazo puede ser causa de embarazos

embarazadas con infeccién por C. trachomatis
oS 'prematuros,- rotura prematura de membranas, abortos
espontineos y prodﬁctos de bajo peso al nacimiento.”"'* Por otro lado nconatos a término

o prematuros de mujeres infectadas con C. trachomatis pueden presentar bronquitis,
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ncumonia y conjuntivitis, la cual puede progresar hacia un tracoma, que es una dc las
causas de cegucra mis importantes a nivel mundial, @229

Diversos estudios que involucran a pacientes con UNG, UPG, EPI, salpingitis,
infertilidad, endometritis y/o embarazos ectépicos han determinado que estos presentan una
respucsta inmune humoral especifica hacia C. frachomatis y que esta respuesta cs iniciada
por dos estructuras importantes del microorganismo: el lipopolisacirido (LPS) y la proteina
mayor de membrana externa (MOMP). Se ha visto que primeramente se producen
anticuerpos de tipo IgM alrededor de las 3 semanas posteriores al contacto con el
microorgﬁnismb ¥y que posteriormente se induce la produccién de anticuerpos de tipo IgG.

Una Qez establecida la infeccién los niveles de. IgM e IgG suelen incrementarse
rapldamentc, subsecuentemente los anticuerpos IgM dlsmmuyen paulatinamente quedando
los de tipo IgG que permancccn elevados dumme c1er!o tiempo para después disminuir

conforme se resuelve la infeccién. "'6""'9’25’25)
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2.3. EMPLEO DEL RATON COMO MODELO DE INVESTIGACION EN LA

INFECCION POR C trachomatis.

Debido a que los modelos animales pueden ayudar a elucidar el tipo de respuesta
inmune frente a diferentes microorganismos, en los afios 80 se inicio el empleo de ratones
como modelo experimental en el estudio de C. srachomatis, encontrindose que la
inoculacién mlranasal de cepas de tracoma y linfogranuloma venéreo (LGV) causan
neumonitis, adcmas de que pucden producir anticuerpos contra este microorganismo por lo
quecl rntén rcsultn ser utll parn fulurns investigaciones.' 7

Slendo : C. trachamans ‘un  microorganismo de transmisién sexual, algunos
mvesugadores dlseﬂaron un modelo para el estudio de infecciones genitales empleando una

cepa de Chlamydm que causa neumomus en cl ratén (MoPn cepa No VR 123 Nigg ID y

quc ademas al ser lnoculndn por v{a vagmal pueden dctectarse inclusiones cn las muestras

cervicovaginales de estos animales, con una baja respuesta de anticuerpos entre el dia 6 y

10 después de l:i’ infeccion Esta'cepa fue aislada por Nigg en 1942 a partir de ratones

inoculados ‘con’ una’ cepa: de Chlamydia humana productora de neumonia la cual es

conocida actualmente como agente MoPn o biovar murina de C. trachomatis, y al parecer

es més virulenta p 1 ratén que las cepas humanas. @439

Estudios e'c'ar‘acyterizacién molecular de la MOMP de la biovar murina MoPn

indican que el 4DNA', del " gen que codifica para ésta proteina tiene similar longitud

estructural con el gen de Ia MOMP de C. trachomaris humana, lo cual sugiere que la biovar

MoPn esta eslrechamente relacionada con el serovar humano,?%3%
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En cuanto al ciclo de replicacién de este biovar es mas ripido, su duracién es
aproximadamente la mitad del tiempo que las cepas humanas por lo cual resulta ser mas
prolifica; por otro lado la inoculacién vaginal de la ratona con la MoPn, produce una
infeccién que naturalmente asciende desde la vagina y el cervix (tracto genital inferior )
hasta ttero, oviductos Yy ovarios (tracto genital superior), por lo que la respucsta
inflamatoria producida y las sccuelas postinfeccién; tales como oclusién tubal,
hidrosalpingitis e iﬁhfenilidad son similares a las que se producen en el tracto vaginal de la
mujer cny_:ran'd:omse“ infecta }56: C. trachomatis.

Se _}vi'alol:)s"erv do ta:rijgbi‘téri que la salpingitis producida por la inoculacién directa del

agentc MoPn e ario del ratén genera una respuesta inflamatoria aguda en este érgano

asi como en. el oviducto 'de’spi.lés.dc 6 a 9 dias de la inoculacién, los cortes histolégicos

muestran la presencia de neutréyﬁl(‘)s,'macréfagos ¥y fibroblastos a los 14 dias posteriores a

‘IgVG, los cuales pueden perdurar hasta 23 dias

antienen incrementados hasta la eliminacién del

microorganismo. hay actividad por parte de la respucsta inmune humoral

para climinar la infeccién.

También se ha visto qué la’inoculacién de estos animales con un biovar humano de

C. rrachomatis s6lo prc ducc vu‘xlla.-xn!fccéién leve del tracto genital inferior, en el cual la
presencia del mié;"oofgahivém“o’ es bajé en muestras cervicovaginales y la duracién de ésta
infeccién es de ééﬁo _t?efnbp;‘ sin embargo suelen existir secuelas postinfeccién cuando el
biovar humano es ino;:ulada en altas dosis directamente en oviductos y/ o en los ovarios, se
ha visto ademis que la infeccién del ratén con serovares humanos es altamente dependicnte
de un tratamicnto previo del animal con progesterona, la cual efecttia un cambio e¢n las

etapas del ciclo estral, levando al ratén a la etapa en la que es mas susceptible a la
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infeccién, en cambio con el biovar murino el modelo es menos dependiente de esta
hormona especialmente si ¢l microorganismo es inoculado durante 3 dias consecutivos o si
el inéculo consiste de altas dosis.®2->%)

En relacién a lo anterior Ito et al,®® determinaron que la infeccién por Chlamydia
en el ratén es ciclo dependiente, ya que sélo puede establecerse durante los siguientes 3
periodos especificos del ciclo estral: metaestro-2, diestro y proestro; etapas en las cuales los
lcucocitos se encuentran presentes y funcionan como indicadores de que el epitelio cervical

sc ha regenerado, y es. en el diestro que el epitelio es mas delgado y la estructura de la

membrana celular atin no estd bien definida por lo que en esta ctapa los ratones son mds

susceptibles a la infedcié En 'ar'nbié'dumnte las etapas restantes (estro y metacstro-1) el

cpitelio comienza:a engro ar.a varias ns, las capas externas comienzan a degenecrar y

una amplia capa dc células escamosas se. formn, cstn capa comienza a desplazarse debido al

desprendimiento de Ia.mayoria le:las’ células uperﬂc:ales Yy es asi como las capas de

células escamosas y el o despren imien c éstas pueden evitar ¢l acceso del

microorganismo a células basales del epltello.
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2.4. RESPUESTA INMUNE DEL HUESPED DURANTE LA INFECCION POR

C. trachomatis.

Se ha demostrado que la inoculacién de C. frackomatis por via vaginal en ratonas y
cobayas produce una respucsta inflamatoria mixta de leucocitos polimorfonucleares
(LPMN) y células mononucleares cn los primeros 5 dias de la infeccidn, sin embargo al
décimo dia el infiltrado celular es predominantemente de macréfagos y linfocitos T
6 B. @30 : o

Los LPMN, macréfagos y monocitos son la primera defensa contra bacterias, virus

) siendo que la respucsta por parte de Thl estimula la

idor in vitro del desarrollo de Chlamydia, efecto que

subsecucnte elimin

extrafios sobre las moléculas de histocompatibilidad clase Il (MHC II1).¢3¢37
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En la respuesta por parte de Th2, ¢l mecanismo mas probable cs la produccion de
anticucrpos especificos contra ese microorganismo. Se ha observado también, que después
de 1a resolucién de una infeccién primaria y de una infeccién secundaria las células CD4
estimulan in vitro la secrecién de IL-2, IFN-y e IL-6, indicando que las respuestas por parte
de los subgrupos Thl y Th2 estian implicadas en adquirir proteccién inmunc cn contra de
una infeccién por C. trachomatis en la mucosa del tracto genital.®® Las células CD8
participan junto con las cé€lulas CD4 en la produccién de IFN-y, ademas de que son capaces
de reconocer el antigeno de Chlamydia presentado por el MHC 1 para su posterior
climinacién. G50

Estudigs' pof citometria in situ revelan que al 3% dfa después de la infeccidn se
comienzan a oﬁééﬁar células CD4 y CD8, en la mucosa del epitelio vaginal y cn Ia 1dmina
propia, para el ‘dfa 7 el epitelio mucoso del ttero y la lamina propia contienen células CD4
¥y células CD8, asi como células de tipo micloide, entre el dia 14 y 21 postinfeccién el
grupo de células CD4 puede observarse a lo largo de los oviductos y es mas numeroso que
¢l grupo de células CDS.(‘i)

Por otro lado,-durante una ‘infeccién por C. trachomatis en el ser humano la

induccién de una respuesla'érm ecifica de anticuerpos tipo IgM contra el LPS y la MOMP,

se produce aproximadamén&:l 2 ;/:3:1‘;emanas después del contacto con la bacteria, para
posteriormente surgir mtiguerﬁéﬁ'lgG. Estos anticuerpos pueden inhibir la entrada del
cuerpo clemental (CE) bloé;x;hhaq receptores cclulares o modificando la carga de éste,
ademas la mucosa genital también puede responder a la infeccién produciendo anticuerpos
de tipo IgA secretorios, los cuales bloquean al microorganismo en el sitio de entrada, o bien

inhibiendo la adherencia del CE neutralizando asi la infeccién, no obstante los titulos de
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cstos anticuerpos neutralizantes regularmente son bajos por lo que no se logra el control de
1a infeccion (49249

La respucsta serolégica de parte del huésped ante una infeccién por Chlamydia
suele ser mds evidente cntre personas con vida sexual promiscua pucs las concentraciones
basales de anticuerpos IgG cn estas personas son clevadas en relacién con los perfiles de
anticuerpos que se desarrollan en infecciones genitales agudas o crénicas, se ha llegado a
considerar que las infecciones superficiales sostienen un estimulo muy precario en la
formacién de anticuerpos, micntras que las infecciones genitales complicadas y profundas
sc encuentran asociadas a la seroconversién.'?

Debido a’ que ‘los:anticuerpos de tipo IgM tienen un tiempo de vida corto no es

frecuente encontra titulos elcyédos, sin embargo los anticuerpos IgG suelen permanccer un

tiempo _ relativame; ido'a;esto funcionan como referencia para establecer

(siempre 'y .cuando;s: datos: clinicos ‘de . infeccién o de una disfuncién

reproductiva) si sc ntacto anterior o bien si es una infeccién activa producida

por Chlanrg;di;‘t' 23 ‘l'ii)o‘ de respuesta humoral depende del serotipo de
Chlamydia, locn’li.z’amén Yy gmve‘dad‘de la infeccién asi como también de la respuesta del
individuo.\'® : '

No obstante a 16 anterior ha surgido una gran controversia sobre la participacion de
la respuesta inmune humoral durante una infeccién por este microorganismo, ya que hay
datos cn modelos animales que seiialan a la inmunidad mediada por células como la mas
importante. 9

Por ejemplo ¢n cobayas inmunosuprimidas, éstas prescntan una infeccién mas
prolongada, cn comparacién con cobayas normales, cuando son infcctadas por via vaginal

con el agente de la conjuntivitis de inclusién (GPIC, C. psitaci), asi también se demostré

13
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que los animales normales producian anticucrpos que los protegian de una reinfeccion,
llegando asi a la conclusion de que la inmunidad humoral es esencial para la recuperacién
de una infeccién por GPIC (agente de la conjuntivitis de inclusién en cobayos). También
demostraron que cobayas con una respuesta humoral disminuida, no lograban eliminar con
cficacia al microorganismo, al ser reinfectados con GPIC a pesar de que 1a respuesta celular
se encontraba elevada. @

Estudios realizados en ratones atimicos (nu/nu) muestran que estos son mas

susceptibles a ln’ihfec‘ci‘é‘ pﬁ)dhcida por el agente de neumonitis en el ratén (MoPn), que

los ratones normales (nu/+);'los ratones atimicos no cuentan con anticuerpos que ayuden a

combatir la'infecci pdr este microorganismo, en cambio los ratones normales desarrollan

de forma siéﬁiﬁcatlyq aﬁtiéherpos especificos de tipo IgG e IgA en contra dc este biovar
murino, tambitéh se g?visrl‘é que ratones atimicos que han recibido transplantes de timo
(antes de ser infe ados con el microorganismo en cuestién) de neonatos de 6 semanas son
capaces de désm‘-rol‘lnrf‘;ma respuesta de anticuerpos y que tanto cstos como los ratones
(nu/+) prescntm{ut’aa proteccién contra una posible reinfeccién, lo anterior demuestra que
los anticuerpos dcsémpeﬁan una importante funcién en la resolucién de la infeccion.@6—%
Se ha d;alcrminado en modelos animales que los anticuerpos de tipo IgM aparccen a
los 7 dias posteriores a la inoculacién, ocurriendo un cambio al isotipo IgG en el dia 14,
alcanzando un punto miximo a los 56 dias.®” Asi también ensayos de Western blot
revelan la presencia de anticuerpos IgM e 1gG especificos para la MOMP asi como para la
proteina de 60 kDa y el LPS, lo cual indica que la respuesta frente a la infeccién cs
especifica y que protege dc infecciones subsccuentes. %59

Por su partec Pal et al, encontraron anticuerpos para la protecina hsp 60 kDa en cl

suero de ratonas infectadas con el agente MoPn, por via vaginal asi como también la

14
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presencia de anticuerpos de tipo IgM especificos para C. trachomatis a los 3 dias
posteriores a la inoculacién, alcanzando un maximo en 2 secmanas y disminuyendo
subsecucntemente, encontrando ademas anticuerpos de tipo IgG durante 1a segunda semana
posterior a la infeccién. Los hallazgos de reactividad cruzada entre la proteina hsp 60 kDa
del microorganismo y la 60 kDa del huésped proponen un posible mecanismo para la
patogénesis de la infeccién por Chlamydia.©V

Con los datos anteriores es de suponerse que la infeccién por C. trachomatis
scrovar MoPn en: las ratonas es ficilmente controlada tanto por la respuesta inmune

humoral como por: la celular, sin embargo el empleco de serovares de C. rtrachomatis

diferentes a MoPn pucdcn componarse de manera dlsunta, ya sea induciendo una mayor

respuesta humoral o celular 'o blen ambas.

Por ello este proycclo detcrmmé et efécto dc Ia infeccién por una cepa humana de

C. rrachomatis productora de tracoma,’: sobre la producclén de anticuerpos tratando dc

clucidar si és!n es mis rnport:mtcvquc la respuesta celular, en este tipo de serovar de

C. trachomatis.

TREGIS COON
15 FALLE Uiy ‘JLLLGEN
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

C. trachomaitis es un microorganismo quec se prcsenta cn las enfermedades de
transmision sexual, en ¢l mayor de los casos de manera asintomatica lo que hace dificil su
deteccién, afecta a hombres, mujeres, asi como a nconatos y eventualmente puede
incrementar el riesgo de infertilidad tanto en hombres como en mujeres.

Para el andlisis de estos padecimientos se han empleado modclos animales como
cobayos, monos y ratones, siendo estos ultimos los mas empleados para cste fin, sin
embargo los estudios estén gnfoqados al desarrollo de salpingitis e infertilidad con un
scrotipo de C. lfdclialﬁébis adaptada a‘l‘ ratén (cepa MoPn) y muy pocos estudios estin

cnfocados al desarrollo de la respuesta inmune ,coh cepas humanas.

Este estudio se arespuesta inmune humoral en un modeclo

de ratén emplean umqnc;é (D UW/C3X), para tratar de determinar

las diferencias encontradas con delos anteriores y poder establecer un modelo en el

que se puedan utili_ihf estas cepas, con el fin de extrapolar los resultados al humano.

TRE AN
e UL'LLGEN
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4. OBJETIVOS.

4.1. OBJETIVO GENERAL:

e Decterminar la participacion de los anticucrpos en la eliminacién de la infeccién

producida por el serotipo de Clilamydia trachomaris D UW/C3X,
4.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS:

e Decterminar la presencia de la infeccién por C. srachomatis en ratonas infectadas
por via vaginal.

= Determinar la presencia de anticuerpos mediante la técnica de inhibicién de la
ﬂuorcscencia en ratonas infectadas con C. trachomatis a diferentes tiempos,
después de la inoculacién.

e Cuantificar las éubpob]aciqnés de linfocitos (CD4, CDS8 y B), en las ratonas durante
Ia infeccién. :

e Analizar la relacién entre la presencia de anticuerpos en suero y la presencia del

microorganismo en los exudados vaginales.

S. HIPOTESIS.

a) El serotipo de C. frachomatis D UW/C3X inducira la produccién de anticuerpos
anti-C. trachomatis.

b) El scrotipo C. srachomatis D UW/C3X incrementara el porcentaje de CD4, CD8 y

linfocitos B.

TERT NN

FALLE Uk unuEN
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6. DISENO DE INVESTIGACION.

6.1. TIPO DE ESTUDIO.

Este estudio fue de tipo experimental, longitudinal asi como prospectivo y se ilevé
a cabo cn el laboratorio de Microbiologia Veterinaria de la Escuela Nacional de Ciencias
Biolégicas, IPN.
6.2. POBLACION.

La poblacién de estudio fue un grupo de 12 ratonas de laboratorio BALB/c de 6 a 8
semanas de edad, libfes de microorganismos patégenos las cuales fueron mantenidas en
ciclos de 12 ho’m’s“dc luz  por:12 horas de oscuridad, con ventilacién y una tempecratura

entre 22 y 25° C.

6.3.CRITERIOS.
Criterios de.

e Ratones]|

r dgbajq del peso requerido.

Ratonas que no tengan'la da_dfx_"qqué;id_a.

e Ratonas que presbnten algin tiﬁb de infeccidn.
Criterios dé exclusion:

» Ratonas que dejen de alimentarse.

« Ratonas con infecciones vaginales previas.

= Ratonas con sangrados vaginales.

FALL: LY
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7. MATERIAL Y METODOS.

7.1. INOCULACION EXPERIMENTAL DE RATONAS CON C. trachomatis.

La cepa que sc utilizé fue C. trachomatis D UW/C3X, productora de tracoma.

Se¢ inoculé con una micropipeta por via vaginal, a un grupo de 6 ratonas con
aproximadamente 2500 UFI/10 ul del serovar D UW/C3X durante 3 dias consccutivos,
tomando como dia cero el iltimo dia de inoculacién. Un grupo de ratonas no inoculadas sc
utilizé como testigo negativo, por lo cual estuvieron separadas del grupo de ratonas

inoculadas.
Se realizaron tomas de muestras cervicovaginales y sanguineas a los 7, 21 y 30 dias
posteriores a la inoculacién para la biisqueda de anticuerpos en plasma y presencia del

microorganismo en los exudados vaginales.

7.2. TOMA DE AIUESTRA CERVICOVAGINAL.

Se inv.:oduj'eron 50 pl de solucién salina (0.85 %, ver apéndice I) por el orificio
vaginal, méd;nnté una micropipeta para obtener la capa de epitelio superficial. En 2
portaobjetos limpios y desengrasados se colocaron aproximadamente 25 ul de la muestra

tomada, y se dejaron secar al aire fijindose posteriormente con metanol.

7.3. DETECCION DE CUERPOS ELEMENTALES EN LAS MUESTRAS

CERVICOVAGINALES.

A las muestras cervicovaginales de ratonas inoculadas y ratonas no inoculadas ya

fijadas se les adicionaron 20 pl del anticuerpo monoclonal fluoresceinado contra

Chlamydia trach tis (conjugado) con azul de Evans como colorante de contraste,

1 TESI CON
FALLA DE ORIGEN
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dejandose incubar a 37° C por 20 minutos. Después de este tiecmpo sc realizaron 5 lavados
de 3 minutos cada uno con solucién salina reguladora de fosfatos (PBS, ver apéndice 1)
para climinar el exceso de conjugado. Sc realizé un ultimo lavado con agua desionizada
para quitar residuos dec PBS.

Se montaron las preparaciones con medio de montaje y sc colocaron cubrcobjectos
lentamente para evitar la formacién de burbujas entre estos y cl portaobjetos.

Los portacbjetos se observaron en un microscopio de epifluorescencia (Axiover
100T, Carl Zeiss, Germany), considerindose como positivo la presencia de mdas de 5

cuerpos elementales por campo.

7.4. TOMA DE MUESTRA SANGUINEA.

Para ¢l sangrado de las ratonas se realizé un corte en la cola a nivel de la vena

caudal, recuperando la sangre en tubos con heparina (100 UI /;.‘d‘

Los tubos se 'centrif‘ugnron al500r. pm poyr lo;nixlix’nos, postenoﬁﬂé‘nte se separd el
paquete celular del plasma. El plasma se guardé a —20": C hasta st; uso para la
determinacién de anticuerpos y ¢l paquete celular se reconstitﬁyo con solucién ALSEVER

(ver apéndice I), de acuerdo a la cantidad de plasma retirado.

7.5. TECNICA PARA CITOMETRIA DE FLUJO.

En dos tubos para citometria se colocaron 20 pl del paquete celular reconstituido, a un
tubo se adicioné 20 pl de conjugado anti-CD4 y 20 ul de anti-CDS8 (anticuerpo monoclonal
anti-CD4 de ratén FITC y anticuerpo monoclonal anti-CD8a de ratén R-ficoeritrina de Lab

Caltag), al segundo tubo, se le adicioné 5 ul de anticuerpo fluoresceinado anti-Ig’s de ratén

T O
FALLA U uniGEN
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(Kirkegaard & Perry Lab, Inc). Los tubos se homogencizaron y se incubaron en oscuridad a
temperatura ambiente por 30 min.

Transcurrido el tiempo de incubacién, a cada tubo se le adicioné 0.5 ml de reactivo
de lisis (ver apéndice I) y se agité durante 1 minuto. Posteriormente, los tubos se
centrifugaron a 1500 r. p. m por 8 minutos.

Se climiné el sobrenadante y al botén cclular se le adicionaron 0.5 ml de PBS-azida

(ver apéndice I). Se repiti6 la centrifugaciédn bajo las mismas condiciones.

el iicmpo de centrifugacién se decantd la solucién y s¢ adicionaron 0.5
‘PBS azida-formaldchido (ver apéndice I), posteriormente sc leydé en un
cilémetro"dé flujo ( Immuno Cytometry Systems, Becton Dickinson FACScan, San José

Ca, U.S.A).

7.6. TECNICA DE INHIBICION DE FLUORESCENCIA.

El plasma obtenido anteriormente se diluyé 1:8 (con PBS), y se colocaron 20 ul de

la dilucién cn cada pozo del portaobjetos (Kit Panthfinder Chlamydia trach tis System,
Kallestad Diagnostic) el cual contiene dos pozos, uno de ellos tienc células McCoy
infectadas con cuerpos clementales inactivados de Chlamydia y €l otro pozo contiene sélo
células McCoy no infectadas. Se empled un control positivo y un control negativo, contra
C. trachomatis.

Los portaobjelos se incubaron: ¢n camara himeda a 37° C por 20 minutos,
transcurrido el tiempo de inéubacién se realizaron 5 lavados de 3 minutos cada uno con

PBS y con ngitaciﬁn para eliminar el exceso de anticuerpos.

21
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Posteriormente se adiciond a cada pozo de las placas 20 ul del anticuerpo
monoclonal anti-C. frachematis conjugado a FITC y dirigido contra la MOMP de
C. trachomatis, sc incubaron a 37° C por 20 minutos, transcurrido este ticmpo sec repitieron
los lavados como se describié anteriormente, para eliminar el exceso del conjugado.

Un iltimo lavado con agua desionizada se realizé para eliminar residuos de PBS,
posteriormente se¢ montaron las preparaciones con medio de montaje y se colocaron
cubreobjetos lentamente para evitar la formacién de burbujas entre estos y el portaobjetos.

Los portacbjetos se observaron en un microscopio de epifluorescencia (Axiover
100T, Carl Zciss, Germany), considerindose positivo a la inhibicidén de 1a fluorescencia la
auscencia de cuerpos "elci;ne’ntales fluoresceinados o bien un niimero bajo cn el contco de

cuerpos clemema]cslén 5 campos révisndos.
8. ANALISIS ESTADISTICO.

Para datos no paramétricos se utilizé la prueba de U-Mann Whitney. Para datos
paramétricos (porcentaje de inhibicién de fluorescencia y citometria) se utilizé la prueba de

t-student.
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9. RESULTADOS

9.1. PRESENCIA DE CUERPOS ELEMENTALES EN MUESTRAS VAGINALES

DE RATONAS INOCULADAS CON C. rrachomatis

Sc consideré una mucstra de exudado vaginal como positiva a la infeccién por
C. trachomatis, utilizandose como criterio la presencia de 5 & mas cuerpos elementales
(CE) y como ncgativo la presencia de menos de 5 CE, en toda la preparacidn.

La determinacién de CE en muestras vaginales de ratonas inoculadas ¥ ‘no
inoculadas con C. tracltomatis a los tres tiémpos de estudio (7,21 y 30 dias) se observa en
la siguiente tabla.

TABLA 2, I’RESENCIA DE CU'ER ‘ ELEI\IEN’I‘ALES EN EL E\UDADO VAGINAL DE

RATONAS lNOCULADAS coNc mzchamam- )

GRUPO "
RI
n=6
RNI
n =6

RI = ratonas moculnd

RNI = ratonas no maculatla:

+=5a7 cuerpos clementalc:
++ = 8 a 12 cuerpos elementales.

- = sin presencia de cuerpos elementales.




DETECCION DE ANTICUERPOS DURANTE LA INFECCION POR Chlamydia trachomatis SEROVAR
D UW/C3X EN UN MODELO MURINO

En ¢l caso de las ratonas no inoculadas no sc observd presencia de cuerpos
clementales en los 3 ticmpos de investigacidn, encontrandose iinicamente células epiteliales
de descamacién (figura 1 A), en cambio cn las ratonas inoculadas se determind la presencia
de CE fuera de las células epiteliales de descamacién asi como cuerpos de inclusién (CI)
dentro de las células, los cuales eran de forma csférica y color verde manzana brillante en

los 3 tiecmpos dc cnsayo.

De z\cuerdo con cstas obscrvncnones sc determiné la’ frecuencia de mfeccuﬁn cn

ratonas quc fueron moculadas ccm C. lrnchomans (tabla '3); observéndos

posllnoculamén én’ por este

m lcroorgamsmo

TABLA 3. FI(ECUENCIA DE I FECCléN VAGINAL DE: Nll\lALES INOCULADOS

CON C. trachomauatis A Dll-El{ENTES TIEI\IPOS OST]NOCULACION.

7 DIAS 21 DIAS 30 DIAS "

FRECUENCIA 4/6 6/6 6/6 J

F = Niumero de animales positivos a la infeccion/ Niimero de animales totales en ¢l grupo.

n=4a
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Figura 1. Muecstras cervicovaginales de ratonas no inoculadas ¢ inoculadas con C. rrachomaris.

AL Exadado vaginal de una ratona no intectada con . srachomaris, se observan células

epiteliales (a).

B. Deteccion de cuerpos elementales (co) de L rrachiomatis en muestra cervicovaginal de

ratona a Jos 7 dias postinoculacion. también s¢ observa fluorcscencia inespecifica (b).

5
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9.2. DETERMINACION DE ANTICUERPOS EN EL PLASMA DE RATONAS

INOCULADAS CON C. trachomatis.

Para la determinacién de anticuerpos anti-Chlamydia el plasma de las ratonas fuc
depositado sobre laminillas que contenian previamente células infectadas con
C. rtrachomatis, después del tiempo de incubacién sc adicioné el anticuerpo
anti-Chlamydia fluoresceinado, observandose la inhibicién de fluorescencia en aqucllos
casos en donde sc detecta la presencia de anticuerpos, los resultados se muestran cn la tabla
4 y en la figura 2.

La presenbcia de anticuerpos sc¢ evalué por medio de la técnica de inhibicién de
fluorescencia teniéﬁt;lo coh{o referencia un control negativo, en el cual no sc observé la
presencia de CEdumntc los 3 periodos de estudio (figura 3A) y un control positivo, ¢cn el
quc el prom'edié‘ide:Cl? observados durante los 3 periodos de ensayo fue de 30 % 2.51

(figura 3B), la ‘e‘:.ci'stencia de anticuerpos se establecié de acuerdo al nimcro de CE

fluoresccinado‘s"‘p’or'”cai'npo de un total de 5 campos en ratonas no inoculadas (figura 3C) y

ratonas inoculadas ‘(ﬁgum 3D, 3E).
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TABLA 4. DETECCION DE ANTICUERPOS anti-Chlamydia trachomatis EN EL PLASMA

DE RATONAS INOCULADAS,

GRUPO 7 DIAS 21 DIAS 30 DIAS
(otds) (x £ds) (x £ds)
R 187 144 166
n=6
RNI 29%6 28+ 6 . 28+3
"=
Losr los se pr como ¢l pr de cuerpos elementales (CE) en 5 campos, por la técnica de

Lerede

a las no

inhibici con una diferencia significativa de p <0.05 con resy

de fIuor
x = media

ds = desviacién estdndar.

R = ratonas inoculadas.

RNI = ratonas no inoculadas.

En este caso se observa que cl nimero dc CE conmdos en lus placas tmtndns con

plasma de ratonas moculadas 'cs a los 7 d(ns de 18 £ 7.a los 21 dlas de l4 :t 4 y a.los 30

dias de 16 + 6 en.com lén con Ias no moculadas, en las cuales cl promcdlo de CE fue

de 29+ 6,28 £ 6 y 28 + 3're p ctxvameme (t‘gum 2), snendo dxferente y csmdlstlcamcntc

significativo (p = 0 05) en los tres nempos ensayudos
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Dlas postinoculacién.

Figura 2.Deteccién de anticuerpos contra C. grachomatis en el plasma de ratonas
inoculadas. Se empled la técnica de inhibicién de fluorescencia (IF) y se evalud el nimero
de CE tanto cn’ ratonas: inoculadas (R/) como en ratonas no inoculadas (RN/) con

C. trachomatis.
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Figura 3. Deteccion de anticuerpos anti-Clilamydia en plasma de ratonas no inoculadas ¢

inoculadas con C. rrachonatis.

A. Inhibicion de fluorescencia en plasni, control negativo anti-C. fraclomaris sc observan

solamente e¢lulas MeCoy (o).

B. Inhibicion de fluorescencia en plasma, control positivo anti- C. rrachomaris se obscervan

cuerpos clementales (co) dentro de células McCoy.
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Figura 3. Deteccion de anticuerpos anti-Clilasmydia cn plasma de ratonas no inoculadas e

inoculadas con G tracltomatis.

C. Inhibivion de Quorescencia en plasma de ratona no inoculada con €. rrachomatis. Se

abservan cocrpos clementales (ee) debido a la ausencia de anticuerpos anti-Chilamydia.

D, Inlnbicion de fluorescencia en plasma de ratona inoculada con G rrachomaiis a los 7 dias
poastinoculacion. Se observa la disminucion de la fluorescencia de los cuerpos clementales (ce)

debidoe o ba presencia de anticucerpos anti-Clilanydia.
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Figura 3. Detececidn de anticuerpos anti-Clilaniydia ¢n plasma de ratonas no inoculadas ¢

inoculadas con C. trachomatris.

E. Inhibicion de fluorescencia en plasima de ratona inoculada con G rrachomaris a los 30 dias

postinoculacion. Se observa la disminucion de fluorescencia de los cuerpos elementales (ce)

debido a la pr ncia de anticuerpos anmti-Chlamydia.
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9.3. DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE INHIBICION DE
FLUORESCENCIA EN EL PLASMA DE RATONAS INOCULADAS CON

C. trachomatis.

Los resultados del porcentajc de inhibicién de fluorescencia en muestras de plasma
de ratonas inoculadas y no inoculadas con C. e¢rachomatis, a diferentes tiempos
postinoculacién se muestran en la tabla 4 y en la figura 4. En este caso el porcentaje de

inhibicién de fluorescencia es directamente proporcional a la produccién de anticuerpos en

los diferentes grupos cslﬁdiq 1

Se observé as ‘inoculadas que a los 7 dias postinoculacién el porcentaje

de inhibicién fuc de 36 £ 7..en comparacién con las ratonas no inoculadas quec fue de 4
+ 3 (p.< 0.008). A’los 21 dias se observé que el porcentaje de inhibicién fue de 58 + 5

mientras que el p nlﬁje en las ratonas no inoculadas fue de 18 + 7 (p < 0.004).

A los 30 dias el porcentaje de inhibicién en las ratonas inoculadas fue de 46 =+ 23, en
cambio las raton.asi }10 ihoculadas presentaron un porcentajc de 5 = 9 (p < 0.004).

Estos resultados indican que las ratonas inoculadas respondicron a la infeccidn
produciendo anticuerpos mientras que en las no inoculadas no hubo produccién de

anticuerpos cn contra del microorganismo en estudio.
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TABLA 5. PORCENTAIJE DE INHIBICION DE FLUORESCENCIA EN EL PLASMA DE

RATONAS [INOCULADAS Y NO INOCULADAS CON Chl fia trach is A

DIFERENTES TIEMPOS POSTINOCULACION.

GRUIrO 7 DIAS % 1F 21 DIAS % IF 30 DIAS % IF
(x *estd) (x L estd) (x £ oextd)
RI 367" 58 & 5° 46 £ 9
n =6
RNIT 43 187 53
n =6
Los r ltados se pr como el por ije de inhibicion de fluor, iaen 5 0

[(p s0.08)* (p <0.04)°]

x = media.

estd = error estdndar.

RI = ratonas inoculadas.
RNI = ratonas no inoculadas.

CE = cuerpos clementales.

26 IF = por sje de inhibicidén de fluor 1Ci
26 Inhibicién de Fluor ia = 2%6F — 100.
26 Fluorescencia = Promedio de C. E en 5 mpos en el pl der i lad. X 100

Promedio de C. E del control positivo
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Figura 4. Porcentajes de inhibicion de fluorescencia del plasma de ratonas inoculadas y no
inoculadas durante‘la infeccién por C. trachomatis. La figura mucstra el porcentaje de

inhibicién de fluorescencia que presentaron a diferentes tiempos los animales inoculados

con C. srachomat:
RI = ratonas inoculadas.

RNI = ratonas no :inm:uladas.
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9.4. CUANTIFICACION DE SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS TCDJ4, TCDS

Y B POR CITOMETRIA DE FLUJO.

Los resultados de la cuantificacion de subpoblaciones de linfocitos por 1a técnica de
citometria de flujo cn animales inoculados con C. trachomatis, sc muestran cn la tabla 6 y
cn las ﬁgufas 5,6y7. 7

Por medio de ésta téenica, se obtuvo ¢l promedio de cada subpoblacidn de linfocitos
a partir del paqucte cclular de cada animal, tanto basales como:en !;Ss 3 periodos

postinoculacién.

TABLA 6. PORCENTAJE DE LINFOCITOS TCD4, TCD8 Y B EN RATONAS

INOCULADAS CON C. trachomatis A DIFERENTES TIEMPOS DE INOCULACION.

GRUPO (%) BASALES 7 DIAS 21 DIAS 30 DIAS
(x *ds) (x *ds) {x £ ds) (x +ds)

CD4 286 32%12 327 24+ 10
CDS8 2412 1911 11+7 20x 21

B 49+ 11 3315 408 34k 15

(t-student, p estadisticamenie no significativa).
n=0
x =media.
y = desviacion estdndar.
No obstante que los resultados mostraron un incremento en los porcentajes de

linfocitos CD4 a los 7 y 21 dias después de la inoculacién, cstos niveles llegaron a ser
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ligeramente mas bajos a los 30 dias; sin embargo se encucntran dentro de los limites
cstablecidos por los valores basales.

En la poblacién de linfocitos CD8 existicron variaciones durante los 3 periodos, al
dia 21 se aprecié una leve disminucidn cn el porcentaje de estos linfocitos, en comparacién
con el dia 7 y el dia 30 los cuales se encuentran dentro de los limites de los valores basales.

En cuanto a los linfocitos B, s¢ observé una disminucién a los 7 y 30 dias por
debajo del intervalo de los valores basales, no obstante para el dia 21 existié un ligero
aumento en los valores permitiendo que estos quedaran dentro de los limites de los valores
basales.

Ab pesar de-las variaciones en las tres . poblaciones de linfocitos durante los tres

periodos de estudio los datos obtenidos no son estadisticamente significativos.

50 1
= 40 4 T T
[&]
2 30 -
D
%20- == = 1
5 10 :
0 7 57 30

Dias postinoculacion.

Figura 5. Porcentaje de linfocitos CD4 en ratonas inoculadas con C. rrachomatis durante la

infeccién. Las lineas punteadas indican los valores basales.
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Figura 6. Porcentaje de linfocitos CDS en ratonas inoculadas con C. trackomatis durante la

infeccién, Las lineas punteadas indican los valores basales.
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Figura 7. Porcentaje de linfocitos B en ratonas inoculadas con C. frachomatis durante la

infeccioén. Las lineas punteadas indican los valores basales.
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10. DISCUSION.

Se ha descrito que C. frachomatis csta asociada a una gran variedad de patologias,
sin embargo no se han podido cstablecer los mecanismos por los que se producen éstas
enfermedades. Por esto se¢ han utilizado los modelos animales, con el propésito de dar

seguimiento a la infeccién y a la interaccién de la respuesta inmune que ésta genera.

En l;{ ma; “ri:_x"de los estudios el ratén es el modelo mis empleado, 1a inoculacién
via vagiﬁnl con fiﬁfereﬁté# cepas adaptadas a cste anixﬁal, como lo es la MoPn, la cual cs
mas virlilént;x y con L;ﬁ ciclo de replicacién mas corto (aproximadamente la mitad que el de
las cepas humanas de C. trachomatis), produce una fuerte respuesta inflamatoria local; en
cambio se ha demostrado que las cepas de origen humano al parecer producen una ligera
infeccién en el tracto genital inferior de las ratonas, caracterizada por la presencia del
microorganismo durante un corto tiempo; sin embargo la inoculacién directa de biovares
humanas en el iitero, oviductos u ovarios puede causar sccuelas severas postinfeccién,(z"u”
no obstante hasta hoy dia es poco lo que se conoce de la respucsta inmune con estas cepas
humanas.

Por ello este estudio traté de determinar la respuesta inmune humoral en ratonas
inoculadas con una cepa humana de C. frachomatis biovar D UW/C3X (productora de
tracoma). Se };h:obéér\}ado en muestras cervicovaginales de mujeres con secuclas por una
infeccién por C' trachomatis la presencia de CE y CI utilizando ¢l método de
inmunofluorescencia directa, pero debido a que la infeccién causada por este

microorganismo suele desarrollarse de forma asintomdtica y que sélo se pone de manifiesto

cuando comienzan a aparecer las secuclas no se cuenta con datos que indiquen a que
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tiempo después del contacto con la bacteria aparecen las inclusiones que son caracteristicas
de este microorganismo. En cambio se sabe que en el raton las inclusiones del biovar
murino (MoPn) se puedcn detectar a partir del dia 2 al 7 postinoculacién, siendo la
presencia de estas inclusiones mas abundante a partir del dia 14, en contraste, la presencia
de inclusiones en el tracto genital del ratén por cepas humanas, suelen presentarse en menor
proporcién y por menos tiempo. #8393

En este trabajo se observé a partir del dia 7 postinoculacién la presencia de CE en
los exudados vaginales, para el dia 21 y 30 la presencia de estos CE fue mas abundantec en
comparacién con los detectados al dia 7. Diversos estudios han demostrado que la presencia
de cuerpos elementales (CE), cucrpos de inclusién (CI) asf como la frecuencia de infeccién
vaginal en modelos murinos puede vers'# ihﬂuéx‘fciaﬂé_‘vpovl- varios factores tales como son:
la cepa de C. frachomatis utilizuda,‘ ei ‘in‘odcio animxﬁ y 1a susceptibilidad de los animales a

adquirir 1a infeccién, en el caso de las ratonas la etapa del ciclo reproductivo en la que se

encuentran al momento : de portante para el establecimiento de la

infeccién.@93334)

Un dato : muy - x;mportantcv. en’:cuanto .al establecimiento de la . infeccién por
C trachomatis en cl tﬁ;to Vagihal de la$ ratonas lo dan a conocer Ito et al,®® quienes
reportan que la infeccién en las ratonas es ciclo-dependiente ya que ¢l estado en el que se
obtiene aproximadamente un 50 % de infeccién es en el diestro seguido por metaestro-2 y
proestro, estados del ciclo en que estin presentes los leucocitos, los cuales funcionan como
indicadores de que cl epitelio cervical se ha renovado y es mas delgado lo cual sugierc que
el microorganismo puede introducirse en la célula e infectarla con mayor facilidad, en las
ctapas restantes del ciclo el microorganismo no puede cntrar con tanta facilidad a las

células debido a que el epitelio cuenta con capas celularecs mds grucsas o bien con células
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de descamacién que no permiten el establecimiento y desarrollo de C. frachomatris en el
tracto vaginal de cstos animales.

Si bien la infeccidn por el agente MoPn es ciclo dependiente algunos investigadores
han utilizado el emplco de progesterona para ciclar a los animales, es decir llevarlos a la
etapa del ciclo en ]la que son mis susceptibles a dicha infeccién, sin embargo el uso de esta
hormona puede alterar la respuesta inmunolégica en la poblacién de estudio, razén por la
cual en este trabajo sélo se inoculé a las ratonas durante 3 dias consecutivos con dosis altas
de inécul_o,pues' Se, ha visto que por medio de este método se logra establecer la infeccién
Y se pl;e:'scinat; de cualquxer r_ﬁanipulaé'é : hléedgi ;\lterar los resultados, 303235

En relacién

replicarse, p§r lo'cii.’le"'en‘lqs periédé:s restantes (21 y 30 dias) se pudo detectar que todos los
animales pré;cnid;oh‘ CE y CI en las muestras vaginales, siendo la frccuencia de infeccion
en cste caso de' 6/6.

En cuanto a la respuesta inmune humoral, los datos describen que en modelos
animales la inoculacidn con C. frachomatis serovar MoPn por via vaginal produce
anticuerpos a partir de los 3 a 7 dias siendo bajos estos niveles, en cambio entre los 14 y 28
dias la produccién se incrementa notablemente, lo que corresponde a una resolucién de la
infeccién, Ia cual se manifiesta con la climinacién del microorganismo a los 30 6 40 dias

con la consiguiente disminucién de anticuerpos.®’*® Con respecto al humano sc ha
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demostrado que la produccién de anticuerpos aparece a partir de 2 a 3 semanas después del
contacto con la bacteria, aparcciendo en primer lugar anticuerpos de tipo IgM que
disminuyen paulatinamente para dar lugar a los de tipo IgG, que son aquecllos que se
mantienen hasta que se resuelve la infecciéon. 259

Para lograr la deteccién de anticuerpos anti-Chlamydia en este trabajo se utilizé la
técnica de inhibicién de fluorescencia, técnica que cuenta con una mayor especificidad que
la inmunofluorescencia indirecta, ya que en ésta ultima los anticuerpos se adherian
inespecificamente lo cual producia falsos positivos en los resultados de este estudio, razén

por la cual ésta’técnica fue descartada. Sin embargo la técnica de inhibicién de

fluorescencia presemu la dcsvenuua de que el operador tiene que observar y decidir el

que prcsentan las muestras, ademas de que éste siempre debe ser el

mismo que observe Y. anahce las muestras. En Ia técnica de inhibicién de fluorescencia

empleada en este\tmbajo;-el promedio de CE es inversamente proporcional a la cantidad de

anticuerpos y el po! ccntajc ‘de inhibicién de fluorescencia es directamente proporcional a la
cantidad de_antx erp' s en contra de Chlamydia que estan presentes en el plasma de los

stos se unen a los CE de la preparacién y producen una disminucién en la

animales, ya qu

0o monoclonal anti-Chlamydia trach tis fluoresccinado (figura 2 y

4). Los resuliadps muéslran que la mayor cantidad de anticuerpos anti-Chlamydia en el

grupo de ratonas 1noculadas fue al dia 21 postinoculacién, disminuyendo al final del estudio

(30 dias) lo que podna estar indicando la resolucion de la infeccién en este filtimo periodo,
lo cual concuerda con lo reportado en la bibliografia en donde se menciona que la mayor
produccién de anticuerpos es en un periodo de 14 a 21 dias, en cuanto a la unica diferencia
encontrada cn este estudio en comparacién con otros, es que al parecer la cepa de origen

humano utilizada en este estudio puede resultar tan virulenta como lo es la MoPn, ya que es
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capaz dec desarrollar una respuesta inmunolégica de parte dcl huésped para resolver la
infeccién, la cual gencralmente es resuelta por los ratones a los 30 dias.®® En el grupo de
ratonas no inoculadas se observé un pico en la produccién de anticuerpos a los 21 dias, lo
cual puede deberse a un fenémeno inflamatorio por la utilizacién de un cuerpo extraiio en
la toma de muestra. Futuros estudios son recomendables ampliando el tiempo de
seguimicnto para observar los cambios en cl porcentaje de fluorescencia y compararlos asi
con los obtenidos en este estudio.

Por.otro'lado’ existen estudios previos en los que demuestran que después de una

infeccidén por C. r@u‘haman‘s en el tracto genital, se produce una respuesta inmune in situ

en la cp‘a yldys-linvf"ocitos TCD4 son-esenciales contra Chlamydia, éste subgrupo se ha
enconlr:ymd_of' en iﬁtﬁzl infiltrado leucocitario vaginal aproximadamente a los 10 dias
postinfeccion y\o:ﬁ'ecc proteccién contra €l microorganismo en una infeccién primaria asi
como en una secundaria. VOlro subgrupo que es reclutado al sitio de infeccidon son los
linfocitos CDS8, los cual;as eiiminan a las células infectadas. Se ha observado también que
aproximadamente a los 7 dias, posteriores al contacto con el microorganismo comienza a
presentarse una variacién en ambas poblaciones de manera local, encontrando un ligero
aumento de CD4 y siendo casi imperceptible la variacién de CD8; sin embargo entre el dia
14 yel dia 21 el rjt;rcentaje de CD4 es mucho mas abundante que el de CD8."V

Enla bibliogﬁﬁa se cuenta con datos de variaciones en las poblaciones de linfocitos

CD4, CD8 y B a'nivel de cervix, en cllos las variaciones son significativas, quizd en

nuestro estudio estos resultados no fueron cstadisticamente significativos debido a que la

poblacién de estudio era pequefia o por que la cepa utilizada no produce cambios de manera
sistémica, por lo cual se rccomienda para estudios posteriores enfocarse en los porcentajes

locales y de isotipos de anticuerpos que se pucden producir a nivel de cervix.
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La utilizacién de otros biovares de C. trachomatis, asi como de otras cepas de
ratonas ademas del estudio de los 6rganos en estos animales podria indicamos también lo

que ocurre con pacicntes humanos, con lo cual sc podria esclarecer la participacién de la

s 14!

respuesta inmune en la produccién de patologias das por C. #r
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11. CONCLUSIONES.

En el grupo dc ratonas inoculadas, la produccién de anticuerpos contra
C. rrachomatis presenté un pico maximo a los 21 dias postinoculacién, ademias del mayor

grado de infeccién cn este mismo periodo.

A los 30 dias postinoculacién en el grupo de ratonas inoculadas las concentraciones

de anticuerpos disminuyeron ligeramente, ya que la infeccién comenzé a resolverse.

No se obscr\farén cambios significativos de forma sistémica en subpoblaciones de
linfocitos TCD4, TCDS8 y B cn las ratonas. inoculadas con la cepa de C. trachomatis

biovar D UW/C3X."’
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13. APENDICE 1 REACTIVOS.

SOLUCION SALINA FISIOLOGICA 0.85 %

Cloruro de sodio 85g

Agua desionizada c.b.p. 1000 ml

SOLUCION SALINA ALSEVER.

Glucosa 205 ¢g
Citrato de sodio 80g
Acido citrico 2H;0 055g
Cloruro de sodio 42 g
Agua bidestilada c.b.p. 1000 ml

Esterilizar en autoclave a 110° C por 10 minutos.

SOLUCION SALINA DE FOSFATOS PBS 0.1 M pH 7.4.

Cloruro de sodio 8g

Fosfato dibasico de potasio 02g
Fosfato bisico de sodio 29¢g
Cloruro de potasio 02g

Ajustar a pH de 7.4 con acido clorhidrico
concentrado.

Agua desionizada ¢.b.p. 1000 ml
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SOLUCION PBS-AZIDA.

Azida de sodio 0.02g

Solucién PBS 0.1 M 100 ml

SOLUCION PBS-AZIDA-FORMALDEHIDO.
Solucién de formaldehido al 10% 26 ml

Solucién PBS-Azida 74 ml

SOLUCION DE LISIS.

Solucién dé lisis (Kit FACS Lysing Becton
Dickinson Immunocytometry Systems) 10ml

Agua desionizada " g o 90 ml
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14. APENDICE I TECNICAS.

CITOMETRIA DE FLUJO.

La citometria es un método sensible, ripido y preciso donde se pucde valorar
cuantitativamente datos inmunofenotipicos en poblaciones celulares especificas, lo que

permite rcalizar cl andlisis en sangre total o en linfocitos preparados.

Los cnémetros de fIUJo son instrumentos que pucden nnahzar las propledadcs de

realizan son:
viscosidad.®9
El pﬁnci a corriente de células sucltas

que fluyen a través de do: trosta cargienié; las cargas sobre cada tipo de

célula son difel"cntes de ahi que el flujo'de distimds tipos de células sea derivada a dngulos

diversos a medida que fluye a través del campo potcncla entre las placas.®®

Las moléculas_ uPcrfme celular se detectan fdcilmente mediante

inmunofluorescenc; Qnoclonales, estas propiedades se reconocen al
medir disgregacién de luz, volumen Coulter y fluorescencia.

El uso de fluorocromos en la misma muestra, de colores distintos acoplado cada uno

a un nmicuerpo anlcular'permxte ldﬂuorescencia simultinea de dos colores en células

individuales, y con ln‘aphcaclén dc una metodologia de lisis de sangre entera, pueden

diferenciarse los pnncnpalcs e]cmentos celulares de la sangre (linfocitos, monocitos,

granulocitos). ).
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La citometria de flujo ha tecnido muchas aplicaciones en la inmunologia por
ejemplo: a) analisis y separacién de subpoblaciones de células T por anticuerpos
fluorescentes monoclonales; b) separacién de varias clases de células linfoides por el

tamaiio y marcador de anticuerpos, por mencionar sélo algunas (figura 1 y 2).

Figura 1. Subpoblacién de linfocitos CD4.

$SCHSECHelght =)
9.2 40 oo boo 1008

y 00 420 60 89 1vee
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Figura 2. Poblaciones celulares en una muestra de sangre total de ratona.

(a) LPMN, (b) monocitos, (c) linfocitos.
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TECNICAS PARA EL DIAGNOSTICO DE C. trachomatis.

Durante mucho ticmpo el diagndstico para C trackoematris ha sido el cultivo celular
(células HELA 299 o McCoy), mads recicntemente los métodos ¢n los que se detecta la
presencia del antigeno son: inmunofluorcscencia (directa e indirecta), inmunoensayo
enzimadtico, hibridacién de DNA y reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR).

La inmunofluorescencia se puede aplicar como una técnica histoquimica o

citoquimic ; 7 localizacién de antigenos cn células o tejidos, en este caso

el anticuerpo espccifico se conjuga con compuestos fluorescentes, sin alterar su reactividad

(s35)

inmunitaria_ d: ull do':un trazador sensible para antigenos.

éstico de Chlamydia en cervix

preSeriéin de cuerpos elemcnﬁleg (CE) y cueréosrdc inclusién (CI),
. a 1 o ;ﬁedén realizar el
cultivo ce]ularfrl..:h‘scnsibilidad de esta técn’i'cz'x.’své“ ) 100% , mientras
que la especiﬁcidud oscila entre 95 y 100 %, comparada con el cultivo ycellulAax‘jr que es de 70
aun 80 % de seﬁ;ibilidad ¥ la especificidad se ‘éni;uen!;a entre i.;n 98 ;un 100 %, 76D

Otro método de deteccién es la micr&-inrnunoﬂuorcsccncia (MIF) prueba
serolégica capaz de detectar la respuesta especie especifica y serovar especifica, con un 66
a 70.7 % dec sensibilidad y de un 70 a un 100 % de especificidad, es una prueba que fuc
desarrollada en 1970 para la clasificacién de serovaricdades de C. frachomatis y
actualmente se utiliza para detectar la presencia de anticuerpos de tipo IgG en pacientes
infectados con diferentes serovariedades de C. trachomatis.***? Para la realizacién de
estas pruebas sc emplean antigenos que consisten en cuerpos elementales crecidos en
cultivos celulares que son formalinizados y preparados en una suspension del 1 al 3% y
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depositados sobre portaobjetos mezclando diferentes serovares (Li-Li), (B, E y D), (C,
H. L, J), (G, F, K) con lo cual aumenta su especificidad. L.a metodologia a grandes rasgos
consiste en realizar diluciones seriadas de cada uno de los sucros y colocarlos en cada uno
de los scrovares, los resultados se determinan basindose en cual antigeno muestra una
mayor fluorescencia a una mayor dilucién.¢?

La inmunofluorescencia indirecta (IFA) puede detectar CE, CR es parecida a la
MIF pues el anticucrpo especifico de la muestra se fija a un antigeno en fase sélida para
posteriormente ' cuantificar el grado de fluorescencia, esta técnica cuenta con una
sensibilidad de un 100 % y una especificidad de 81 % y es muy qtil para detectar una

infeccién activa.?

TESIS CON
FALLA Lk uniGEN

58




	Portada
	Índice General
	Resumen
	1. Introducción
	2. Marco Teórico
	3. Planteamiento del Problema
	4. Objetivos   5. Hipótesis
	6. Diseño de Investigación
	7. Material y Métodos
	8. Análisis Estadístico
	9. Resultados
	10. Discusión
	11. Conclusiones
	12. Referencias
	13. Apéndices



